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DERIVES DE 2 ' , 3 ' -DIDESOXY-3 ' -AMINOTHYMIDINE, 
LEUR PREPARATION ET LEOR APPLICATION EN THERAPEUTIQUE 
La presente invention a pour objet des derives de 
2 ' , 3 ' -didesoxy-3 ' -aminothymidine (ou amino-dT) , leur 
5 preparation et leur application en therapeutique. 

Les composes de 1' invention repondent a la formule donnee en 

annexe 1 dans laquelle 

R est NH/ ou HO(CH2)z-S-S-(CH2)2-. 

La preparation des composes de 1' invention est indiquee 
10 ci-apres. 

Les chromatographies sur couche mince ont ete realisees sur 
plaques de silice Merck 60F 254 (art. 5554). Les chromato- 
graphies sur colonne de gel de silice ont ete effectuees avec 
de la silice Merck 60 H (art. 7736) ou avec de la silice 
15 silanisee RP2 Merck (art. 7719). 

Les analyses CLPH ont ete effectuees sur colonne Waters 
Radial-Pak (diam.: 8 mm, 1 : 100 mm) de granulometrie ^ 
spherique de 10 }m. Cette colonne est protegee par une preco- 
lonne Guard-Pak. Le systeme CLHP est compose d'un injecteur 
20 UgK, de deux pompes M-6000 A, d'un programmateur M-720 

(waters), d'un detecteur UV multicanal Pye Unicam PU 4021 et 
d'un centre de controle video PU 4850 (Philipps). L'elution a 
ete realisee avec une solution d' acetonitrile dans un tampon 
d' acetate d' ammonium 0, 1 M (pH 5,9) a un debit de 2 ml par 
25 minute (TR temps de retention) . 

Les purifications CLHP ont ete effectuees sur colonne SFCC 
Nucleosil (diam.: 19 mm, 1 : 150 mm) de granulometrie 
spherique de 10 )Jtm. Le systeme CLHP est compose d'un injec- 
teur UgK, de deux pompes M-510 EF, d'un programmateur M-720, 
30 d'un detecteur UV M-481 et d'un enregistreur Data Module 746 
(Waters). L'elution est realisee avec une solution d'acStoni- 
■trile dans I'eau a uri debit de 6,25 ml par minute. 
Avant analyse, purification CLHP ou lyophilisation, les 
solutions ont ete filtrees sur filtre Millex HV-4 

35 (Millipore). 

Les spectres UV ont ete enregistres sur un sp ctrophotometre 

UVIKON 810. 

Les spectr s de masse ont et' pris sur un appareil JEOL JMS 
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DX 300 par la methode d'ionisation FAB dans une matrice d 
glycerol (G) , glycerol/ thioglycerol (GT) ou d'alcool 
3-nitrobenzylique (HBA) . 

Les spectres RMN du proton ont ete enregistres sur un 
appareil Varian EM 360 ou sur appareil Briiker AC 250. 
Les deplacements chimigues sont exprimes en ppm par rapport 
au signal du tetramethylsllane (TMS). 

La multiplicite et 1' allure des signaux observes par RMN sont 

indiquees par une (ou plusieurs) lettre(s) : s (singulet), d 

(doublet), t (triplet), lO (siultiplet) , 1 (largs). 

Les spectres RMN du phosphore ont ete enregistres sur un 

appareil Briiker WP 200 SY avec decouplage du proton. 

Les deplacements chimiques sont exprimes en ppm par rapport 

au signal de H3PO4 pris corame reference externe. 



5* -o-Tertiobutyldlmethylsilyl 3 ' -amino 2 ' , 3 ' -didesoxythy- 
midine 2. 

A une solution de 8,35 g (34,6 mmol.) de 3 ' -araino-2 ' , 3 ' -di- 
20 desoxythymidine 1 dans 250 ml de pyridine sont ajoutes 6,26 g 
(41,5 mmol.) de chlorure de tertiobutyldimetylsilyle. La 
reaction est laissee 24 h. Le melange est dilue avec du 
CHgClj, lave avec une solution aqueuse de NaHCOa puis avec de 
I'eau. La phase organique est sechee sur Na2S04 et concentree. 
25 L'huile obtenue est chromatographiee sur gel de silice 

(Sluant MeOH (0-10%) dans CHgClg) pour conduire a 11,8 g (96%) 
de 2. sous forme de mousse. 

20V (EtOH) :max i266 nm (e 10600) 
30 min 233 nm (e 1700) ^ 

SM (FAB positif, GT) : 711 (2M+H)*, 356 (M+H)*, 127 (BHg) 
. - RMn'h mSO-dg) :• 5 » 0,07 (s; 6H, (CK3).2Si) ; 0,88 (s, 9H, 

(CH3)3CSi) ; 1,77 (s, 3H, CH3) ; 2,03 (m, 2H, H-2',2") ; 3,38 

(m, 1H, H-3') t 3,58 (m, 1H, H-4') ; 3,72 (dd, 1H, H-5', J- 
35 3,9 et 10,4 Ha) ; 3,83 (dd, 1H, H-5", J = 2,8 et 10,4 Hz) ; 

6,11 (t, 1H, H-1', J » 6,2 Hz), 7,48 (s,- 1H, H-6) ppm. 



5 '-(Hrertiobutyldimethylsilyl 3'-(N-(4-inethoxytrltyl)-amino) 
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2 ' , 3 ' -didesoxy thymidine 3 . 

Le compose 2 (11,7 g ; 32,9 mmol.) est traite par 15,2 g 
(49,2 mmol.) de chlorure de 4-methoxytrityle dans 295 ml de 
pyridine durant 20 h. Le melange est repris avec du CHgClj (1% 
EtjN) , lave avec une solution aqueuse de NaHCOj puis a I'eau. 
La phase organique est sechee sur NajSO*, evaporee et coevapo- 
ree avec du toluene. Une purification sur colonne de gel de 
silice (eluant : MeOH (0-3%), EtgN (1%) dans CHjClg) conduit a 
17,5 g (85%) de 3 sous forme de mousse. 



3UV (EtOH) :X max 266 nro (e 11300) 
X min 254 nm (e 10200) 
\ inflex 232 nm (e 15800) 

15 SM (FAB positif, GT) : 628 (M+H)*, 127 (BHj)* 

RMN^H (DMSO-dg) : 6 = -0,08 et -0,04 (s et s, 3H et 3H, 
(CH3)2Si) ; 0,79 (s, 9H, (CH3)3CSi) ; 1,10-1,37 (m, 2H, 
H-2',2,") ; 1,69 (s, 3H, CH3) ; 3,17 (m, 1H, H-3') ; 3,50 (m, 
2H, H-4', NH) ; 3,70 (m, 1H, H-5') ; 3,71 (s, 3H, CHjOTr) ; 

20 3,85 (m, 1H, H-5") ; 6,09 (t, 1H, H-1 ' ; J = 6,9 Hz) ; 
6,82-7,47 (m, 14H, Tr), 7,20 (s, 1H, H-6) ppm. 

3 • _ (N- { 4-Methoxytrityl) -amino) 2 ' , 3 ' -didesoxy thymidine 4 . 
Le traitement de 17,4 g (27,7 mmol.) de 1 par 83 ml (91 
25 mmol.) d'une solution 1,1 M de fluorure de tetrabutylammonium 
dans le THF conduit a 10,2 g (72%) de 4 apres evaporation du 
solvant et 4 chromatographies sur colonne de gel de silice 
(eluant : MeOH (0-15%), EtaN (0,5%) dans CHjClj) pour chasser 
les sels de butylammonium. 

30 

4UV (EtOH) :X max 265 nm (e 9900) 

X min 255 nm (e 8600) 

X inflex 231 nm (e 14000) 

SM (FAB positif, GT) : 514 (M+H)*, 127 (BHg)* 
35 RMN^H (DMSO-dj): 6 = 1,02-1,19 (m, 1H, H-2') ; 1,19-1,37 (m, 
1H, H-2") ; 1,68 (s, 3H, CH3) ; 2,8 (si, 1H, NH) ; 3,19 (m, 
1H, H-3') ; 3,44 (m, 1H, H-5') ; 3,64 (m, 1H, H-5") ; 3,71 
(s, 3H, CH3O) ; 3,72 (m, 1H, H-4') ; 4,90 (t, 1H, OH, J = 4,8 
Hz) ; 5,97 (t, 1H, H-1', J = 6,5 Hz) ; 6,81-7,55 (m, 14H, 
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Tj: 



) ; 7,55 (S, 1H, H-6) ; 11,2 (si, 1H, NHCO) ppm. 



0-(3'-(N-(4-methoxytrityl)-amino) 2 ' , 3 ' -didesoxy- 
thymidin-S ' -yl ) -hydrogenophosphonate 5 . 

one solution de 6,65 g (97,7 nunol.) d'imidazole dans 69 ml 
d'acetonitrile est traitee a O'C par 2,60 ml (29,8 mmol.) de 
trichlorure de phosphore et 15,3 ml (110 mmol.) de triethyl- 
amine durant 30' . Ce melange est additionne a 5,12 g (9,99 
mmol.) de 1 dans 69 ml d'acetonitrile. La phosphorylation esx 
laissee 7 h puis 5 ml d'eau sont additionnSs. La solution est 
alors concentree sous pression reduite, reprise avec une 
solution de bicarbonate de triSthylammonium et extraite avec 
du CHoClo. La phase organigue est lavee a I'eau, sechee sur 
sulfate de sodium et evaporee. Le brut est purifie sur 
colonne de gel de silice (eluant : MeOH (0-20%), EtaN (0,05%) 
dans CH2Cl2> pour conduire a 5,1 g (75%) de 5. 

50V (EtOH) :X max 265 nm (e 8700) 
20 X min 254 nm (e 7600) 

X inflex 231 nm (e 12300) 

SM (FAB negatif, GT) : 576 (H)" , ,o 

Bm'K (DMS0-d5) : 6 = 1,00-1,50 (m, 2H, H-2',2 ), 1,18 (t, 
9H, (CH3CH2)3N, J - 7,3 Hz) ; 1,75 (s, 3H, CH3) ; 3 04 ^ 

25 (quadruplet, 6H, {CH3Cii2)3N, J ' 7,3 Hz), 3,21 (m 1H, H 3 ) , 
3:60-3,95 (m, 3H, H-4',5',5") ; 3,72 (s, 3H, CH30Tr) ; 6,00 
(t, 1H, H-1', J » 6,3 HZ) ; 6,61 (d, 1H, HP, J = 585 Hz) 
6,80-7,55 (m, 14H, Tr) ; 7,66 (s, 1H, H-6) ; 10,5 (si, 1H, 
NH) ; 10,8 (si, 1H, NH) ppm 

30 EMN^^P (DMSO-dg) : 6 = 2,055 ppm. 

O-O'-bis (3'-N-(4-methoxytrityl)-axiiino) 2 ' , 3 ' didesoxy- 
thymidin-S'-yl) -phosphate 6. 
35 Au melange de 2,19 g (3,23 mmol.) d' hydrogenophosphonate 5 et 
de 1 49 g (2,90 mmol.) du nucleoside 4 dans 42 ml de pyridin 
sont'ajoutes 1,20 ml (9,74 mmol.) de chlorure de pivaloyle. 
Apres 2 h de reaction, le milieu est dilue av c du CH2CI2, 
lave avec un solution aqueuse d NaHC03 puis i I'eau. La 
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phase organiqu est sech' sur Na2S04, concentree t coeva- 
poree avec du toluene. Le brut est repris avec 82 ml d'une 
solution d'iode a 2% dans le melange pyridine, eau (98:2). 
Apres 30', le milieu reactionnel est dilue avec du CH2CI2 
5 contenant 1% de EtjN et avec une solution aqueuse de NaHCOs, 
puis est traite avec une solution aqueuse de thiosulfate de 
sodium jusqu'a disparition de la coloration due a I'iode. La 
phase organique est separee, lavee avec de I'eau, sechee sur 
NajSOi, concentree et coevaporee au toluene. Le diester & 
10 (2,27 g, 66%) est obtenu apres chromatographie sur colonne de 
gel de silice (eluant : MeOH (0-10%), EtgN (0,5%) dans 
CH2CI2). 

6UV (EtOH) :A max 265 nm (e 12300) 
15 X min 254 nm (e 9200) 

X inflex 231 nm (e 15300) 

SM (FAB. negatif , GT) : 1088 (M)", 816 (MH-MTr)" 

RMN^H (DMSO-dg) : 5 = 1,08-1,50 (m, 2H, H-2',2") ; 1,19 (t, 

9H, (CH3CH2)3N, J = 7,3 Hz) ; 1,75 (s, 3H, CH3) ; 3,05 

20 (quadruplet, 6H, (CH3CH2)3N, J = 7,3 Hz) ; 3,20 (m, 1H, 
H-3') ; a 3,4 (m, H-4' masque par I'eau) ; 3,70 (s, 3H, 
CHgOTr) ; 3,78 (m, 2H, H-5',5") ; 6,04 (t, 1H, H-1 ' , J = 6,1 
Hz) ; 6,80-7,52 (m, 14H, Tr) ; 10,3 (sl, 1H, NH) ; 10,9 (si, 
1H, NH) ppm 

25 RMN^^P (DMSO-dg) : 6 = -1,126 ppm. 



O, O ' -bis ( 3 ' -amino-2 ' , 3 ' -dldesoxythymidin-5 ' -yl ) phosphate 
(sel d' ammonium) 7 (compose 1). 

30 Le compose i (300 mg, 0,252 mmol.) est deprotege par reaction 
avec 7,6 ml d'une solution a 2% d'acide benzene sulfonique 
dans le methanol pendant 2 h. L'acide est neutralise par 
addition d'une solution aqueuse de bicarbonate de 
triethylammonium. La phase aqueuse est extraite avec du CH2CI2 

35 puis concentree sous pression reduite. Le residu obtenu est 
chromatographie . 2 fois sur couch mince de gel d silic 
(eluant : ammoniaque (10%), eau (10%) dans I'isopropanol) 
pour conduire, apres filtration sur filtre Millipor et 
lyophilisation dans I'eau, a 41 mg (31%) du diester 2 sous 



PCr/FR92/01173 

93/12131 

6 

«• 

forme de sel d'anunonlum. 

2CLHP : TR : 510 s (99, 4%) (5% CH3CH/AC ONH4 0,1M) 
UV (H2O) tX max 266 nm (e 15000) 
5 k min 235 nm (e 4000) 

SM (FAB negatif, GT) : 543 (M)"; (FAB posltif, GT) : 589 
CM+2Na)*, 567 (MH+Na)*, 545 (M+2H)* 

RMN^H (DMSO-dg) : 5 = 1,77 (s, 6H, 2CH3) ; 2,00-2,29 (m, 4H, 
2H-2',2") ; 3,46 (m, 2H, 2H-3') ; 3,70 (m, 2H, 2H-4') ; 3,92 
10 (m, 4H, 2H-5',5") ; 6,07 (t. 2H, 2H-1 ' , J = 5,4 Hz) ; 7,64 
(s, 2H, 2H-6) ppm 
RMN^^P (DMSO-dg) :5 = -0,627 ppm. 



15 0,0 ' -bis (3 • -amino-2 ' , 3 ' -didesoxythymidin-S ' -yl) 0-(S-{2-hydro 
xyethylsulfidyl) 2-thioethyl) phosphate 8 (compose 2). 
an melange de 300 mg (0,252 mmol.) de diester 6, de 3^5 mg 
(2,52 mmol.) de 4-methoxypyridine N-oxyde et de 1,07 g (2,51 
mmol.) de 0-mono-(4-methoxytrityl) dithiodiethanol (prepare 

20 par reaction d'un grand exces de dithiodiethanol avec du 

chloriire de 4-methoxytrityle) en solution dans 63 ml de CH2CI2 
est traite avec 373 mg (1,26 mmol.) de T-(2-mesitylene-sul- 
fonyl) 3-nitro 1 , 2,4-triazole. Apres 3 h de reaction, le 
milieu reactionnel est dilue avec du CH2CI2, lave avec une 

25 solution aqueuse de NaHCOs puis avec de I'eau. La phase 

organique est sechee sur NajSOfl, concentree et coevaporee au . 
toluene. Le brut est directement deprotege par reaction avec 
7,5 ml d'une solution a 2% d'acide benzene sulfonique dans le 
MeOH en 2 h. L'acide est neutralise par addition d'une solu- 

30 tion 1 M de bicarbonate de triethylammonium. La phase aqueuse 
est lavee avec du CH2CI2 et concentree sous pression reduitc. 
• Le brut obtenu est purifie par CLHP semi preparative (colonne 
nucleosil C^q, eluant : 12% CH3CN dans une solution 0,05 M 
d' acetate de triethylammonium). Les fractions appropriees 

35 sont evaporees et lyophilisees 4 fois dans I'eau. Apres 

filtration, sur filtre Millipore, une demiere lyophilisation 
donne 50 mg (25%) d tries ter 8 associe a deux mol'cules 
d'acide acetigue. 
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fiCLHP : TR 320s (94% ; 2 : 4%) (15% CH3CN/ACONH4 0,1 M) 
UV (H2O) :X max 265 nm (e 15700) 
X min 234 nm (e 4100) 

SM (FAB positif, GT) : 681 (M+H)*, 545 (M- (0^2^28)2+ H)* 
5 BMN^H (DMSO-dg) :6 - 1,78 (s, 6H, 2CH3) ; 1,89 (s, 6H, 
2CH3COO-) ; 1,95-2,19 (m, 4H, 2H-2',2") ; 2,77 (t, 2H, 
CH2CH2OH, J = 6,4 Hz) ; 2,96 (t, 2H, (CH2CH2OP, J = 6,5 Hz) 
3,40 (m, 2H, 2H-3') ; 3,59 (t, 2H, (CH2CH2)OH, J = 6,4 Hz) ; 
3,71 (m, 2H, 2H-4') ; 4,10-4,22 (m, 6H, 2H-5',5", CH2CH2OP) 
10 6,14 (dd. 2H, 2H-1', J = 5,7 et S.7 Hz) ; 7,47 et 7, 46 (s ; 
s, 2H, 2H-6) ppra 

RMN^^P (DMSO-dg, DjO) :6 = -0,504 ppra. 
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TABLEAU 



<y 0 — aminodT 



Compose 


R 


1 
2 


HO- (CHa) 2-S-S- (CHj) 2- 
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Les composes de 1' invention ont ''te soumis a des essais 
pharmacologiques montrant leur int'ret dans le traitement de 
maladies virales. 

5 - Evaluation de I'activite anti VIH 1 dans les cell ules MT4 
MT4 = cellule T humaine transformee par HTLVI 
HTLV = human T lymphotropic virus. 

La multiplication du VIH-1 (souche HTLV IIIB) dans les 
cellules MT4 est suivie par I'effet cytopathogene induit par 

HA 1 — — J — - — 

Les cellules sont infectees avec une dose de VIH-1 produisant 
apres 5 jours une diminution de 90 % du nombre de cellules 
vivantes . 

Les composes testes sont ajoutes, apres 1' adsorption du - 
15 virus, dans le milieu de culture a differentes 

concentrations. La concentration la plus elevee utilisee est 
10"*M. La viabilite des cellules est mesuree par une reaction 
color imetrique basee sur leur capacite a reduire le bromure 
de 3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyl-tetrazolium en 
20 formazan, propriete due aux deshydrogenases mitochondriales . 
La quantite de formazan produit est appreciee par la mesure 
de la D.O. a 540 nm : cette D.O. est proportionnelle au 
nombre de cellules vivantes, 

Le pourcentage de protection des cellules infectees par le 
25 traitement avec les composes est calcule en appliquant la 
formule proposee par Pauwels et col. 

D*0. 540 des cellules _ D.O. 540 des cellules infectees 
infectees traitees non traitees 

30 

D*0. 540 des cellules _ D.O. 540 des cellules infectees 
non infectees non traitees 

Les composes de 1' invention presentent une activite anti VIH. 

35 

L'effet toxiqu des composes sur les cellules MT4 non 
infecte s est mesure par la meme reaction coloriroetriqu . La 
dose cytotoxique 50 % (CD50) st la concentration de compose 
provoquant une diminution de moitie de la D.O. 540 par 
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rapport a celle des cellules temoins. 
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ANNEXE 1 



RO^ ^0 — ominodT 
0^ ^0 — aminodT 



(I) 



-0-aminodT 
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Revendications 

1. Derives de 2' ,3' -didesoxy- 3 '-amino- thymidine repondant 
la formule 

. RO 0 — cmlnodT 

(I) 

0^ 0— amInodT 

dans laquelle 

R est OU H0(CH2)2-S-S-(CH2)2-- 

2. Medicament contenant un derive selon la revendication 1 

3. composition pharmaceutique contenant un derive selon la 
revendication 1 en association avec tout excipient 

15 pharmaceutique acceptable. 
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